







The Roles of Acetylcholine Receptors in the Regulation of 
Immune Function in Mouse Macrophage Cells
１FUJII Takeshi　　２MASHIMO Masato　　３DAITO Marina
１Department of Clinical Pharmacy, Faculty of Pharmaceutical Sciences,
Doshisha Women’s College of Liberal Arts, Professor
２Department of Clinical Pharmacy, Faculty of Pharmaceutical Sciences,
Doshisha Women’s College of Liberal Arts, Assistant Professor
３Department of Clinical Pharmacy, Faculty of Pharmaceutical Sciences,
Doshisha Women’s College of Liberal Arts, 6th Grader








（mAChR および nAChR）が発現している。Mφ上のα7型 nAChR は、TNF-αの遊離抑制や抗原提示
機能の調節に関与していることが報告されている。本研究では、Mφにおける AChR の役割を明らかにし
ていく目的で、Mφの活性化が AChR の遺伝子発現に及ぼす影響を検討した。さらに、Mφの炎症性遺伝
子発現制御機構における AChR の生理的役割を検討した。マウス腹腔Mφ細胞を Mφモデルとして使用し
た。Mφ細胞において、Toll-like receptor4（TLR4）アゴニストの lipopolysaccharide（LPS）による活
性化は、M１－M５サブタイプ mAChR mRNA、およびα4、α7、β2サブユニット nAChR mRNA の発
現を減少させた。Mφ細胞において、LPS は、COX-2 mRNA の発現を増大させた。nAChR の活性化は、
LPS による COX-2 mRNA 発現の増大を抑制したが、mAChR の活性化は LPS による COX-2 mRNA
発現の増大には影響しなかった。α7ノックアウトマウスの Mφ細胞において、nAChR の活性化は、LPS
による COX-2 mRNA発現の増大を抑制しなかった。以上の結果より、Mφの活性化によりmAChRおよ
び nAChR の発現が減少することが明らかとなった。さらに、Mφ細胞における COX-2の発現制御機構に































離させ、他方 DG はプロテインキナーゼ（PK）C を活性
化する。M２および M４サブタイプは Gi/o タンパク質に共
役しておりアデニル酸シクラーゼ（AC）を介した cAMP
Abstract
Acetylcholine (ACh) regulates immune functions such as proliferation and differentiation of 
immune cells and release of cytokines. Macrophages (Mφ) are classified as one of white blood 
cells and are involved in both innate immunity and adaptive immunity. Furthermore, Mφ is 
activated by signals of pathogens, signals from living tissues and environmental stress, and 
produces various physiologically active substances such as the inflammatory cytokine tumor 
necrosis factor-α (TNF-α), resulting in many inflammatory diseases. It is deeply involved in 
the pathogenesis of various diseases such as. Muscarinic and nicotinic acetylcholine receptors 
(mAChR and nAChR) are expressed in Mφ. It has been reported that α7-type nAChR on 
Mφ is involved in the suppression of TNF-α release and the regulation of antigen presenting 
function. In this study, we investigated the effect of Mφ activation on AChR gene expression 
in order to clarify the role of AChR in Mφ. Furthermore, we investigated the physiological 
role of AChR in the regulation of Mφ inflammatory gene expression. Mouse peritoneal Mφ 
cells were used as the Mφ model. In Mφ cells, activation of Toll-like receptor4 (TLR4) 
agonist by lipopolysaccharide (LPS) decreased the expression of M1-M5 subtype mAChR 
mRNA and α4, α7, β2 subunit nAChR mRNA. In Mφ cells, LPS increased the expression of 
COX-2 mRNA. nAChR activation suppressed the LPS-induced increase in COX-2 mRNA 
expression, whereas mAChR activation did not affect LPS-induced increase in COX-2 mRNA 
expression. In Mφ cells of α7 knockout mice, activation of α7 nAChR did not suppress the 
increase of COX-2 mRNA expression by LPS. From the above results, it became clear that the 
expression of mAChR and nAChR is decreased by the activation of Mφ. Furthermore, it was 
suggested that the increase in COX-2 mRNA expression due to TLR4-mediated activation of 
Mφ was suppressed by the mechanism mediated by α7 nAChR in the control mechanism of 
COX-2 expression in Mφ cells.
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ことを明らかにしている23）。本研究では、Mφにおける
AChR の役割を明らかにしていく目的で、C57BL/6マウ
ス腹腔内 Mφ細胞を用い、LPS による活性化が Mφにお



















M（Oxo-M）は Sigma-Aldrich、Sepasol RNA II 
Super はナカライテスク、Prime Script RT reagent 



































ゼ（IL-1 Receptor Associating Kinase、IRAK）が活
性化される。さらに IRAK の下流にあるアダプタータン
パク質 TRAF-6（TNF Receptor-associated Factor-6）
を介して、IκB キナーゼが抑制タンパク質 IκB をリン酸
化する。その結果、転写因子 NFκB が放出され、細胞質









達機構を調節する 18、19）。T および B 細胞において、











　0.1％ Bovine Serum Albmin（BSA）を含む Hank’s 
Balanced Salt Solution（HBSS）で 置 換 し た の ち、
C57BL/6マウスの腹腔内マクロファージを以下の蛍光色
素 標 識 抗 体（FITC 標 識 － 抗 B220 抗 体（ク ロ ー ン
No.RA3-6B2）、FITC 標識－抗 CD3抗体（145-2C11）、








は Student’s t- 検定、３群以上の場合は、一元配置ある
いは二元配置分散分析（ANOVA）および事後解析とし









である CD11b 細胞が約45％、樹状細胞である CD11c 細
胞が約３％、T 細胞である CD3細胞が約15％（うち、ヘ








nAChR および mAChR の発現に及ぼす影響を検討した。
LPS（10µg/mL）を用いて C57BL/6マウス腹腔内 Mφを
活性化したところ、α4、α7、β2 nAChR mRNA およ





ゾール RNA II Superで抽出した。トータル RNA（１㎍）
より Prime Script RT reagent Kit（タカラバイオ）お
よび S1000 Thermal Cycler（バイオラッド）を用いて、
逆転写反応により一本鎖 cDNAを合成した。
　リアルタイム PCR 分析は、合成した cDNA、SYBR 
Premix Ex Taq II、下記の各遺伝子に特異的なプライマー
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図１　C57BL/6マウスの腹腔から得られた細胞の半数はマクロファージである
C57BL/6マウスの腹腔から得られた細胞を、蛍光色素標識抗体（FITC 標識－抗 B220抗体、FITC 標識－抗 CD3抗体、APC
標識－抗 CD4抗体、APC 標識－抗 CD11c抗体、PE標識－抗 CD11b抗体）で染色し、フローサイトメトリー法で測定した。
図２　C57BL/6マウス腹腔内マクロファージにおいて、24時間の LPS 刺激は、
nAChR および mAChR mRNA の発現を減少させる
LPS（10㎍/mL）を投与し、24時時間後のα4、α7、β2 nAChR mRNA および M１、M２、M３、M４、M５mAChR mRNA
の発現量を real-time PCR 法で測定した。データは Mean ± S.E.M（n ＝３）で示した。＊＊P ＜0.01、＊＊＊P ＜0.001 vs. 
Control群（Student’s t-test）。
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４．α7 nAChR-KO マ ウ ス 腹 腔 内 Mφ に お い て、




けるα7 nAChR の生理的役割を検討した。nAChR を
nicotine（１mM）で１時間前処理を行った後、LPS（10µg/
mL）を用いて C57BL/6マウスおよびα7 nAChR-KO マ
ウス腹腔内 Mφを刺激し、24時間後に COX-2 mRNA の
発現量を測定した。α7 nAChR-KOマウス腹腔内Mφに
おいて、nicotine による nAChR の活性化は、LPS によ
る COX-2 mRNA の発現上昇を抑制しなかった（図４）。
これらの結果から、マウス腹腔内 Mφにおける TLR4を








　LPS は TLR4を介して Mφを活性化し、炎症性遺伝子
cyclooxygenase-2（COX-2）の 発 現 を 誘 導 す る 15）。
C57BL/6マウス腹腔内 Mφにおいて、炎症性遺伝子
COX-2の発現制御機構における AChR の生理的役割を検
討した。nAChR および mAChR をそれぞれのアゴニス
ト nicotine（500µM）および Oxo-M（100µM）で１時間




による nAChR の活性化は、LPS による COX-2 mRNA
の発現上昇を抑制した。しかしながら、Oxo-M による
mAChR の活性化は LPS による COX-2 mRNA の発現
上昇に影響を及ぼさなかった（図３）。これらの結果から、








COX-2 mRNA の発現量を real-time PCR 法で測定した。
データは Mean ± S.E.M（n ＝３）＊＊P ＜0.01 vs. control 
＊＊＊P ＜0.001 vs. LPS（one-way ANOVA with Tukey’s 
modified t-test）。
図４　α7 nAChR-KO マウス腹腔内マクロファージに
おいて、nicotine は LPS による COX-2 mRNA の
発現上昇を抑制しない
Nicotine（1mM）で１時間前処理を行った後、LPS（10㎍/
mL）を投与し、24時間後の COX-2 mRNA の発現量を
real-time PCR 法で測定した。データはMean ± S.E.M.（n
＝ ３）で 示 し た。＊＊＊P ＜ 0.001 vs. Control（two-way 
ANOVA with Tukey’s modified t-test）。
考察
　TLR4を介した LPSによるMφ細胞の活性化は、M１－
M５ mAChR mRNA の発現を抑制した。さらに、α4、
α7、β2 nAChR mRNA の発現についても有意に抑制
した。これらの結果から、TLR4を介したMφの活性化は
mAChR および nAChR の発現量を抑制することが示唆
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た nAChR サブユニットの mRNA 発現に及ぼす影響につ
いても今後検討したい。
　TLR4を介した LPS による Mφの活性化は、マウス腹





　Oxo-M あるいは nicotine の単独処置では、COX-2 
mRNA に対して統計的に有意な影響を及ぼさなかったこ
とから、mAChR あるいは nAChR からのシグナルのみ
では、Mφにおける COX-2の発現制御機構に影響を及ぼ
さないことが示唆された。







mAChR あるいは nAChR を介する細胞内シグナル伝達
機構に影響を及ぼす可能性が明らかとなった。他方、Mφ
活性化に伴う COX-2 mRNA 発現機構はα7 nAChR を
介して一部影響を受けていることが明らかとなった。
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